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I摘 要
目的：采用高脂高能量饮食诱导大鼠制备非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）模型，
给予饮食干预治疗，观察大鼠血清生化指标及肝脏组织病理病变，初步探讨胰岛
素及其相关信号通路因子胰岛素受体（INSR）、胰岛素受体底物 l（IRS-l）在
NAFLD发病机制中的作用和饮食干预的影响。
方法：将 40只雄性 Sprague-Dawley大鼠随机分为 5组，分别为 8周正常饮食组
（NC1组），8周高脂饮食组（HFD1组），16周正常饮食组（NC2组），16
周高脂饮食组（HFD2组）和饮食干预组（DIET组）。检测大鼠空腹胰岛素水
平及相关生化指标，观察肝脏组织病理改变，通过免疫组化、蛋白质印迹分析
（Western-blotting）和实时荧光定量 PCR（RT-PCR）等方法检测肝组织胰岛素
受体（INSR）和胰岛素受体底物 1（IRS-l）的表达水平。
结果：与 NC1组相比，HFD1组大鼠肝湿重、肝指数、肝脏 NAS评分、空腹胰
岛素（FINS）、胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）、谷丙转氨酶（ALT）、血清总
胆固醇（TC）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平均升高，高密度脂蛋白胆
固醇（HDL-C）水平降低；肝脏组织的 INSR、IRS-1的表达量显著下降，差异
有统计学意义（P<0.05~0.001）。与 NC2组相比，HFD2组的大鼠体重增加，肝
湿重、肝指数、肝脏 NAS评分、FINS、HOMA-IR、ALT、甘油三脂（TG）、
TC和 LDL-C均明显升高，HDL-C水平降低；肝脏组织的 INSR、IRS-1的表达
显著下调，差异有统计学意义（P<0.05~0.001）。经过饮食干预后，大鼠肝脏组
织的炎症分级、脂肪百分比、气球样变程度较 HFD2组均有明显的改善，肝湿重、
肝指数、肝脏 NAS评分、TG、TC和 LDL-C均下降，HDL-C水平升高；肝脏组
织的 INSR、IRS-1表达量水平显著增高，差异均有统计学意义（P<0.05~0.001）。
另外，肝脏组织 INSR及 IRS-1的免疫组化评分与肝脏组织炎症分级、脂肪变百
分比、气球样变程度呈负相关（P<0.01~0.001）。
结论：高脂饮食是 NAFLD发生发展的重要危险因素；肝脏组织胰岛素受体和胰
岛素受体底物 1的表达量下降与 NAFLD的发生发展有关。饮食干预可以通过改
善脂代谢，上调肝脏组织胰岛素受体和胰岛素体底物 1的表达，在治疗 NAFLD
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中发挥重要作用。
关键词：非酒精性脂肪性肝病 胰岛素受体 胰岛素受体底物 1 饮食干预
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Abstract
Objective: The nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) rat model was established
by high-fat diet. The aim of the study was to investigate the therapeutic role of dietary
intervention and the expressions of insulin receptor (INSR) and insulin receptor
substrate 1 (IRS-l) in the progression of NAFLD.
Methods: Forty Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into five groups:
two normal control groups (NC1 group and NC2 group: fed a normal diet for 8 and 16
weeks, respectively), two high-fat diet groups (HFD1 group and HFD2 group: fed a
high-fat diet for 8 and 16 weeks, respectively), and one dietary intervention group
(DIET group: fed a high-fat diet for 8 weeks and then a normal diet for next 8 weeks).
Serum biochemical parameters and insulin concentrations were measured. Liver
histopathology was examined by hematoxylin-eosin (HE) staining. The expressions of
INSR and IRS-1 were detected by immunohistochemistry, Western blotting and
real-time reverse transcription PCR (RT-PCR).
Results: After 8 weeks of feeding, the high-fat diet rats (HFD1 group) exhibited
increased in hepatic wet weight, liver index, the NAFLD activity scores (NAS),
fasting insulin (FINS) levels, insulin resistance index (HOMA-IR) and alanine
aminotransferase (ALT), total cholesterol (TC) and low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) compared with the NC1 group; meanwhile, the serum levels of
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and the expressions of INSR and IRS-l
in the liver were reduced in the HFD1 group compared with the NC1 group
(P<0.05~0.001). After 16 weeks of feeding, the body weight, hepatic wet weight, liver
index and NAS of the HFD2 group rats were higher than that of the NC2 group rats;
additionally, the FINS, HOMA-IR, ALT, TC, triglycerides (TG) and LDL-C were
significant increased; while, the HDL-C levels and the expressions of INSR and
IRS-1 in the liver were obviously decreased in the HFD2 group compared with the
NC2 group (P<0.05~0.001). Compared with the HFD2 group rats, the hepatic wet
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weight, liver index and NAS of the DIET group rats were decreased; the levels of TG,
TC and LDL-C were also significantly decreased; meanwhile, the HDL-C levels and
the expressions of INSR and IRS-1 in the liver were obviously elevated in the DIET
group compared with the HFD2 group (P<0.05~0.001). In contrast to the HFD2 group,
the rats revealed alleviation in the liver lobular inflammation, fat degree and
ballooning degeneration after dietary intervention. The immunohistochemical scores
of INSR and IRS-1 showed a negative correlation with the grade of hepatic
inflammation, fat percentage and ballooning degeneration.
Conclusions: High-fat dietary is a risk factor of NAFLD. The decreased hepatic
expressions of INSR and IRS-1 may play an important role in the progression of
NAFLD. Dietary intervention is an efficacious therapy for NAFLD. Dietary
intervention alleviated the histological lesions of NAFLD by up-regulating the
expression of INSR and IRS-1.
Keywords: NAFLD; Insulin receptor; Insulin receptor substrate-1; Dietary
intervention
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第一章 前 言
1.1 非酒精性.脂肪性肝病（NAFLD）简述
非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）是最普遍的
慢性肝脏损伤[1]，是一种排除过量饮酒史和其他明确的损伤肝脏因素所致的临床
病理综合征，与肥胖密切相关。病理变化主要发生在肝小叶，并以肝细胞内脂肪
变性和脂质肝脏沉积为病理学特点。NAFLD包括了从单纯肝脂肪变性，脂肪性
肝炎，到肝纤维化，肝硬化以及肝细胞癌等一系列的疾病过程[2]。近年随着生活
质量的提高改善，饮食习惯与结构的改变，NAFLD发病率日益增加，欧美国家
的一般人群患病率为 20-30%，在中国 NAFLD也已经成为位于慢性病毒性肝炎
之后的第二大肝脏疾病[3]。研究发现 NAFLD是代谢综合征的肝脏表现，和与胰
岛素抵抗密切有关的疾病，包括肥胖、高血压、血脂异常及 2型糖尿病（T2DM）
一起并称为代谢综合征[4]，严重危害人类健康，因此对于 NALFD的发病机制及
治疗的研究迫在眉睫。
尽管 NAFLD的致病机制还尚未被完全了解，Day等提出的观点（二次打击
学说）[5]被广泛接受，他们认为初次打击主要由于胰岛素抵抗的作用，通过增加
肝脏甘油三酯沉积引起肝细胞敏感性上调，尤其是对损害因子的敏感性。在第一
次打击的基础上，出现过度的氧化应激反应，结果损伤脂质氧化过程，这些异常
变化对肝脏进行了第二次打击。由此可见，胰岛素抵抗是联系两次打击的中间环
节，结合近期研究，均证实胰岛素抵抗在非酒精性脂肪性肝病发生发展中具有重
要作用[6]。
1.2 胰岛素抵抗与 NAFLD
胰岛素抵抗是指外周靶组织对胰岛素的敏感性及反应性降低，胰岛素的生物
学效应下降。研究证实非酒精性脂肪性肝病本身就是一种胰岛素抵抗的状态，即
游离脂肪酸的增多与积聚可以通过脂毒性损伤肝功能，降低胰岛素敏感性导致肝
脏胰岛素抵抗[7,8]。有些学者认为胰岛素抵抗的同时会对脂肪在肝脏的累积起到关
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键作用[9]。具体机制可能为外周胰岛素抵抗损害了机体从血液摄取葡萄糖进入骨
骼肌和脂肪组织的能力，而高血糖会通过加剧肝细胞脂肪变性来增加肝脏脂肪合
成和减少脂肪氧化，进一步加速非酒精性脂肪性肝病的进展[10]；胰岛素抵抗还可
以通过减弱或破坏胰岛素对脂肪合成的生物调节功能，导致脂质溶解增加，最终
提高了循环中游离脂肪酸的浓度[11]。由于胰岛素抵抗，人体外周的靶器官对胰岛
素的敏感性降低，由此胰岛β细胞将代偿性超量分泌胰岛素，表现为高胰岛素血
症，伴随代谢紊乱[12]。产生的高胰岛素血症增强了肝脏脂肪酸的摄取及脂质的生
成，进一步损害肝功能，这种恶性循环加重了胰岛素抵抗[13,14]。另外，由于胰岛
素抵抗、脂质过载造成的线粒体β氧化功能障碍，脂肪酸合成的增强和富含三酰
甘油的极低密度脂蛋白的分泌障碍都是肝脏脂质沉积的原因[15,16]。由此可见，胰
岛素抵抗在 NAFLD的发展过程中起到重要作用。
综上所述，胰岛素抵抗贯穿于 NAFLD的发展过程，不仅是始动因素，也是
影响后期发展及预后的相关因素[17]。胰岛素抵抗包括胰岛素受体和受体后信号转
导系统异常，研究胰岛素受体及其受体后信号转导通路在 NAFLD发生发展中的
作用有助于进一步了解 NAFLD的发病机理。
1.3 胰岛素受体与胰岛素信号转导通路
众所周知，肝脏是胰岛素的重要靶器官，在调节血糖和脂质代谢方面发挥了
非常重要的作用。胰岛素通过连接靶组织细胞表面的胰岛素受体，活化酪。氨酸激
酶，并引起胰岛素受体（INSR）酪氨酸残基磷酸化[18]。然后，激活的胰岛素受
体的β亚基结合并磷酸化细胞内胰岛素受体底物（IRS）上的酪氨酸位点使胰岛素
受体底物激活[19]。激活活化的 IRS结合并激活磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K），活
化的 PI3K接来下激活其下游蛋白激酶 B（AKt）、叉头框蛋白 O1 ( FOXO1)、
丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等信号通路[20]，从而起到激活脂肪酸氧化以及葡
萄糖转运的作用。同时 AKt通过促进基因转录等多种途径促进机体细胞生长、
增殖和分化[21]。所以胰岛素信号通路组件的缺陷，尤其是肝脏胰岛素受体或胰岛
素受体底物表达的异常，可能会造成胰岛素功能紊乱，出现胰岛素抵抗和糖脂代
谢紊乱[22]。由此推断，肝脏胰岛素信号通路的蛋白在胰岛素抵抗的发生及 NALFD
的发展过程中起到不容忽视的作用，这也是目前研究的一个重要领域。
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1.3.1 胰岛素受体（INSR）
胰岛素受体（INSR）是胰岛素信号传递的重要蛋白组件，INSR是一种糖蛋
白，有横跨细胞膜的特点，属于酪氨酸蛋白激酶受体家族，其亚基通过二硫键相
连，由α亚单位和β亚单位各 2个形成的异源四聚体(αβ)2[23]。INSR 分布广泛，广
泛到差不多所有细胞的膜上都会存在 INSR，有研究发现每个细胞约有 1×103～
3×105个胰岛素受体。而 INSR发挥作用与其自身的结构特点有关。α亚基位于细
胞外，由 731个氨基酸组成，其肽链 N 端及富含 2-氨基-3-巯基丙酸残基的结构
域作为信号分子的连接位点，所以α亚基主要功能是识别和结合胰岛素。另外，β
亚基横跨细胞膜，单位分子量为 95 kd，主要部分位于细胞内，含 620个氨基酸，
具有 PTK的活性，根据胰岛素受体的配体连接结构域的克隆与表达[24]情况，β亚
基由细胞外向细胞内可划分为细胞外、跨膜区和胞质结构域。深入研究发现后者
可由 3个部分组成，包括近膜区结构域、含有酪氨酸激酶结构域和 C 末端结构
域[25]。β亚基发挥自身作用与各区域功能密切相关，尤其近膜区结构域在胰岛素
信号的转导传递上发挥着重要作用，它是细胞膜胰岛素受体β亚基与胞质内胰岛
素受体底物连接所必需的结构。除此之外，酪氨酸激酶结构域可以连接 ATP。而
胰岛素受体β亚基 C 末端可以通过 2个酪氨酸磷酸化位点连接信息传递蛋白，参
与细胞增殖[26]。所以胰岛素受体数目异常及功能缺陷均可以影响胰岛素信号的下
一步传递，导致胰岛素功能的异常。
郑新梅等通过构建 NAFLD大鼠模型，分析相关指标发现胰岛素抵抗出现的
同时，会伴随胰岛素分泌增多，INSR、IRS-2表达减少[27]。国外研究证实，在肝
脏缺失 INSR的情况下会引起高血糖症状，甚至是肝脏衰竭[28]。Valenti等发现非
酒精性脂肪性肝炎（NASH）患者出现胰岛素抵抗的同时，INSR的表达水平下
降[29]。由此可见，胰岛素受体的表达水平与胰岛素抵抗密切相关，并在 NAFLD
的进展中起重要作用。
1.3.2 胰岛素受体底物（IRS）
胰岛素受体底物是胰岛素信号传递的重要介质，是链接胰岛素受体和下游信
号通路的桥梁，在信号传递上发挥着举足轻重的作用。研究还发现胰岛素受体底
物分子参与细胞生长、分裂和代谢的调节。目前证实存在的胰岛素受体底物家族
成员 IRS至少有 9种，其中特异性底物主要包括 IRS-l、IRS-2、IRS-3、IRS-4[30]。
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近年来对胰岛素受体底物 IRS家族研究较多的是 IRS-l和 IRS-2，它们都是调节
胰岛β细胞功能的重要信号分子。而信号分子 IRS-1作为编码胰岛素受体酪氨酸
激酶的直接接触底物，在胰岛素信号转导通路中的作用尤为重要，与糖脂代谢也
密切联系。IRS-l在体内很多组织器官中广泛表达，其中在脂肪组织、骨骼肌、
肝脏、子宫内膜和胰岛β细胞中表达丰富[31]。近年来国内外对 IRS-l的研究越来
越多，发现在非酒精性脂肪性肝病模型中，肝脏组织中的总 IRS-l或磷酸化的
IRS-l蛋白表达异常，不同阶段的表达水平各有不同，这也引起大家的广泛关注。
IRS-l为胰岛素信号传导通路中的调节因子，为亲水性蛋白。COOH端存在
普列克底物蛋白同源（plechkstin，PH）结构域，这种结构域能与磷脂和细胞内
多种信号蛋白特异结合；此外，胰岛素受体底物 l还存在与磷酸酪氨酸残基结合
（PTB domain）的结构域，后者可以与酪氨酸磷酸化的胰岛素受体结合，传递胰
岛素信号[32]。
研究发现 IRS-l参与的 IRS-l-PI3K-PKB和AKT 信号通路是胰岛素调节葡萄
糖代谢的重要通路，IRS-1 是该信号上游通路上的重要介质。胰岛素与靶细胞上
的胰岛素受体结合激活 IRS-1，激活后的 IRS-1 出现自发性酪氨酸磷酸化反应
并同 PI3K 的 p85 调节亚基结合，从而激活 PI3K， 并进一步激活蛋白激酶 B
和 Akt，作用于下游的不同介质产生不同的生物学效应 ①抑制糖原合成酶激酶
3（glycogen synthase kinase 3，GSK-3） 的磷酸化从而削弱它抑制糖原合成的作
用；②促使转录因子 FOXO1 第 256 位丝氨酸磷酸化，从而从细胞核内转移到
细胞质，削弱其增加糖异生的作用；③抑制 AS160 活性，使葡萄糖转运体 4
（glucose transporter-4，GLUT-4）能顺利向细胞膜转位，将血浆中的葡萄糖转移
到细胞中；④影响下游聚羟基脂肪酸酯（PHAs）的活性，抑制β细胞复制，使胰
岛素基因转录减低[33]等 4个途径。最终在 IRS-1的承接作用下，胰岛素通过增
加糖原合成降低糖异生水平及加强葡萄糖转运[34]，综合发挥维持血糖平衡的作
用。
研究证实 IRS-l 可以在肝脏组织表达，其异常表达可能会引起胰岛素信号通
路受损，出现糖脂代谢紊乱等胰岛素抵抗现象[34]；具体机制可能为受损的胰岛素
受体底物不能有效地向下游传导信息，造成的血糖调节紊乱，进而刺激胰岛β细
胞会分泌过多的胰岛素，出现代偿性高胰岛素血症；同时糖脂紊乱、高胰岛素血
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症会不断损伤胰岛β细胞的敏感性和分泌功能，造成机体对胰岛素的敏感性逐步
降低，胰岛素抵抗愈加严重。而胰岛素抵抗又是 NAFLD发生的关键因素，由此
可推测 IRS-1异常表现可能在 NAFLD发展过程中起到重要作用。国内研究发现
经高浓度游离脂肪酸培养后的人肝癌细胞株中，胰岛素受体底物 1及磷酸化的表
达量下降，提示肝脏 IRS-l 表达和其酪氨酸磷酸化的降低在其高浓度游离脂肪
酸导致的肝脏胰岛素抵抗过程中可能起到关键的作用[35,36]。Taniguchi 等使用基因
敲除技术将肝脏中 IRS-1敲除，结果发现，在 IRS-1 被敲除掉的小鼠中出现了
糖异生基因表达增加和血糖升高的现象[37]。除此之外，通过对 NAFLD患者体内
指标的研究，发现炎症因子可以诱导抑制因子 3（SOCS-3），影响 IRS的泛素
化介导的降解活动，从而导致胰岛素敏感性下降[38]。综上所述，这些研究都证实
了 IRS-1在胰岛素信号通路中发挥重要作用，与胰岛素抵抗密切相关，可能在
NAFLD的进展中发挥重要作用。
1.4 饮食干预在 NAFLD 治疗中的作用
NAFLD尚无特异有效的治疗方法，目前 NAFLD的治疗方法包括改变生活
方式的基础治理（包括运动、饮食干预）、药物治疗、手术治疗（包括减肥手术、
原位肝移植）。现在临床上使用改善胰岛素抵抗的胰岛素增敏剂如二甲双胍、噻
唑烷二酮类药物治疗 NAFLD，改善外周组织对胰岛素的敏感性、增加对葡萄糖
的吸收和利用，但其确切效果及长期安全性有待于进一步的研究。除此之外，他。
汀类、贝.特类等降脂药物虽然有确切的调脂作用，但长期用药也会有毒副作用。
而手术一般作为严重肥胖或者脂肪肝发展为肝硬化、肝癌时的治疗手段，手术过
程中和预后均存在风险性。因此以控制体重，纠正代谢紊乱为目标而改变生活方
式的这种基础治疗，被认为是 NA FLD最基本和最重要的治疗手段。众所周知，
高脂高热量饮食造成营养过剩，引起体内糖脂代谢异常及自由基大量堆积，是肥
胖症及代谢综合征相关疾病一高脂血症、糖尿病、心血管疾病、NAFLD等的重
要成因[39,40]，因此饮食干预比运动更直接对因治疗，况且由于各种原因（自身因
素、社会因素）很多患者不能长期坚持运动，造成依从性不高，最终效果不突出。
而且大量研究发现饮食治疗不仅安全性高，而且可以有效改善 NAFLD[39]。
饮食治疗的意义是通过调整饮食结构和平衡，减少脂质吸收，控制体重，改
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